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Figure 1. Metabolism of MP and MeMPR and loci of inhibition of their anabohtes on the 
purine nucleotide biosynthetic pathway. 
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Table V 

Cytotoxicity and Substrate Specificity of Some 2-Azapunnes 





ID50 (yM) 
H.Ep. No. 2 
Cells 




Degree of Resistance^ 




Ado Kinase 


Ado Deaminase 


PNP 


Compound 




hprt'/ 

aprt"*^ ak aprt"*^ 


aprt'/ 

AK"f 


AK'ff 


Relative 
Activity" (uM) 


Relative 
Activity" 


(uM) 


Relative. 
Activity* 


2- Azahypoxanthine 


0.4 


600 


2 1 600 


2 


60O 










2-Azainosme 


0.9 


150 


0.8 0.6 150 


0.4 


150 








8 


2' - Deox y - 2 - azainosine 


0.6 


200 














6 


3'-Deoxy- 2-azainosine 


60 


















Arabinofuranosyl- 2-azahypoxanthine 


40-80 


















7-B-D-Ribofuranosylpyrazolo( 3. 4-d 1 -v- 
triazin-4-one 


75 


















2-Azaadenine 


. n 


1 


30 2 30 


30 


3 










2-Azaadenosine 


0.2 


0.7 


1 2 0.9 


3 


600 


370 200 


102 


670 




2* - Deon y - 2- a zaa denosine 


7 












230 


1300 




3' - Deox y - 2 - a zaadcnosine 


75 












14 


500 




9-B-I>-Arabinofuranosyl-2-azaadenine 


75 












0.8 


260 




9-8-D-Xylofurajiosyl-2-8zaadenine 


75 












49 


1250 




4-Amino-7-0-D-rit)ofuranosylpyrazolol3,4-d^l 
v-triazine 


15 










92 


0.2 


440 





c 
z 

> 
D 

3 

m 
> 

> 

o 



'Ration of ID50 H. Ep. No. 2/0 to ID50 H. Ep. No. 2/R. 
^Resistant to MP. 

Resistant to Z-FIuoroadenine. 
'^Resistant to MeMPR. 
^Resistant to MP and 2-Fluoroadenine. 

Resistant to 2-Fluoroadenine and 2-Fluoroadenosine. 
^Resistant to MP and MeMPR. 
^Adenosine = 100, K„ for AK = 1.8, for ADA = 29. 
'Inosine = 100, 2'-deoxyinosine = 60. 
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Table X 

Cytotoxicity of Nucleosides of ihe Haloadenines" 



Compound 








Deirree of Resistance 


II. Ep. No. 2 


CCBF-CEM^ 


Wt ■ L2* 


APRT**' AK'** APRT'/AK"*' dCK'* AK'/dCK"* 


Adenine 


100 










0 03 






>2000 1 >2000 




10 








Adenosine 










2 - RuoroariaTMwine 


0.03 






20 1-2 >2000 


2' Ch)onM(l«noaln« 


T 






1 -no > 10 


1 - B romoadcnoalne 


120 






(i> 


V - Daovyadcncnina 




so' 




2'*DMxy-2-nuDro»<lenosine 


0.2 


0.2^'" 


0.1-0.4 


1-2 1 1-2 70 100 


Z - C htoro' 3' 'd«oxytdanotln« 




0.003, 0.02** 


0.04 


1 >«0 >£0 


1- BrocDO- 3* •deoxyadenoaiiM 




0.02** 






9-0-D- ArsblTtofuratwMytAdertlne 


>000 


0.4^ 




9'^D-Anblnofurwimyl- 2- nuoroadenln* 


1 


0.5 


3 




9-^-D'ArablnofuranovTt'2-chtoroadenlne 




10 


TO 




9-^- D- ArkbinoftirBnosyl ■ Z-bro(no«d«nln« 










9-a>0-Artbinofurut05yUdenin« 


40 






>80 


9-a-D- Arsbf noPuranosyl- 2- fluoroadenlne 


4C 








9-<i'0-Ar»binofurmncwy1- Z-chloroadanlne 










y - DeoxyadenOBlne 


80 






1 t 


3'- DMxy • 2- nuaroadanovin* 


1 






20 1-2 20 


3'-E)eoxy-2-chJorottdenc»ln« 










3' - Acatamldo 3' • dooxy adenosine 










3'* Acetamido- 3* - deoxy - 2- fluoroadenonine 


SO 






1 > 3 


3" - Acet amtdo- 3' - d«oxy - 2-chloro»der»OBlne 


> eo 









2 
O 

z 

H 
(D 
O 

m 

B p- D XylofurenosyladBnina 30 ^ 

2- nuoro- 9-^ D-xylofuranosyladenine 40 t-^ 
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*' For definitions of terms and resistant cell lines see Table IV. 2 

^Human T lymphoblastoid cells. O 

*^ Human B lymphoblastoid ceils. 2 

''H. Ep. No. 2 sublines. Sec Table II. m 

* WI-L2 sublines (dCK" = 2'-deoxycytidine kinase deficient). > 

*Plus 2'-dcoxycoformycin. ^ 

Unless otherwise stated data is from Ref. 160. f— 

^'Ref. 161. O 

'Plus 2'-deoxycoformycin >60. ^ 



'KB ceils. 



o 



Material may be protected by copyright law (Title 17, U.S. Code) 



= ? 

fi* rO 



o g- 2.-0 

m V) O 
i:: O rr 2. 
^ 2. 3 5 - 



O 3 

2. 2 



3.0 

. o- — 

> n> Of 

(A n 

^ > 



O ^1 W 



a. 

2: 
^0 



c c 

^ Z 

^ o 

O Wi 

^ n> 

> ST 

?^ 

3* 5* 

n- > 

o 



3 — 



n 
n 
O 
C 
D 



^ o ST o 
m O "t n 

=r « 00 ^ 

51 ? CI 
= > i 
:n w *< ^ ^ 

5' 00 3 w O 

™ 3 E c 

3 

15 

o ar o E. 

-•Wo 

A /^ 

5. 2 o 
^ 

5 X w 

rt" ft* ^ 

n- rtl 



CO 



a- 

o 

3 

O ^ 

; ^ 

3' S 

(ft O 

^ O 
*-»• fti 

&- 

3 g 

o o 



3- O 

C (A O 

^ n 



3 X 

N 

1l 

> o 

a. CL 
n 

•1 
rt 
3 



cu SC. 
cu =r a. - 

'I* ^ O ^ Q> 

o ^ s- < 



ft 



3 

C 

(D o ^ 



^ O 3 



I 3 

O o 



ft) 



tn rn > pa 

^ ^ i Q S 

^ ? JSi o 

^ 

n) ^ _ 



_i ^ 2: " 

^ ^o irr ju 
§ a. 



o 
3 

P 

5" 
3 

3 
Q. 

X 



3 



I/) 

II 

^ a 
^ =- 
P ^ 

r2 



3 ' 

a. ' 



73 p :^ p 
0x^0 

V 

u ^ o ? 

p s ^ 

01 o_ M 



o 

c H 

3 - • :r 
a. c ™ 

ft) Z. V) 
am'' 
O ' 

Oc 

fti X ^ 

^ 

o :r. rD 
^ ~ -J 

> m (D 

5^ -ti tn 



52 

• en 
3- 



^ p— I 

s S 

rn 

n 

m 



3 CL 

3 



o 



SI 



3 



n ? 

3 

- 0 

Si 

^ 3 



NO S 3 
2 -Co 5" ^ 



a _ 

S- i 

3 C tu 

O ;n 3 

2. n 
3 3 

m 0 D- 

;S ^ 

3 ? 



rD 
Si 

£. 
^' 

m 

3 

3 

to 

O 
-1% 

n) 



Si-o 
o 3 

a* 3 
Q- ft) 

5 ^ 

° ? 
2. 3 

2 2. 

ui n 

fti 

:r. c 

<. 

^ n 
2 a- 



n I? 

o 3 

— fD 

^ n 



3r O 

ft; "-t^ 

fD 

2. s 

3 X 

fD 



to 



^ EL 

o 3' 

X ^ 

5; ?• 

^ fD 

O ft) 

^ fD 

0 *T> 

01 cr 
3 c 

n 

o :t* 

3 ^ 

0 3 
^ fD 

9- 3 

1 3^ 

C fo 
*D 

Ul &> 



:r ;r o 



3- O 

a "« 

ft. € 

3 3- 

Ci in 

n ^ 
cr 

to 3 



m fD 

3 a 

Q. a* 

fD 

OB 

^ 3 

3- 

fti tn 

3- 

o- Sj 

i- 

3 fD 

U3 



3 

^ 3 
3- w 
C 

o 



r Q-'O ^ 



ft, -1 ^ 

^? 

ft, g rD 

3' 3 

C C 

^ o 

fD fD 

c o ^ 

^ ^. Q 

3 3 

:r 

^ o 

r- c 

o 5 

— . O (ft 



CL O 

fD --^ 

fD 3 

S o 

o ^ 

5- 'J' 

fD TJ 

ft, > 

?0 



30 

fD 

2. c 
o 5" 

7^ o 
" c 

3- a 

f^ 



3' 

5' f^ 



S 5! 

fD 



fD 



? O -» 

V ' — 

*— ^ 

n O 



00 



O fD 
^ ft» 

cr o 



fD 3 

a. ci. 



:^ 3- 

fD fD 



fD 
fD 

3 

w , O 

tS ^ 

^. fT> fD 
f^ ^ v> 

^ ft, 

3- fD ^ 
ft, 

p-t- ft* — 
^ 3 

fD 

w 3- 
? 

J ft, 
n ^ 
fD 

fD ^ 

^ <• ^ 

U> fD *D 



3 

o ^ 



fD O" 

u) fD 



^ 3 



ft) N» 

a. ' 

fD 03 

3 :2 

o 2 



^ ? 

fD ' 
fD 3 



X 

O ft) Q. 



f-i 
3- 



uj .^-^ m 'T^ 

fV ::r rr* o 



ft, N> 
3 



OS ^ 

a ^ 



5; :x o 



2 > 
? 3 



> 3 s 3 



a z ^ z 2 

ra t (ft - t 

3 a Z 3 



z 2 3 3 
.race 

O o o 

3 3 o 

:i S Q. o. 

2 3 3 

r* = Q o 



fl> O 



3 vtf 



8 IS 



CO I— 



CO w to *k 
O CO O 



o 
to 



fD 



fD 3 
Q- fD 

ft, O 



n 3* 

o o 

o 3- 

X fD 

n* ^ 

T 

o 
3- 

o 

X 



2g 

fD 

(X O 
CO 3 

A> o 

3* S 
fD 

^■^ 

ft* 



Ul + 

n 

cr fD 
fD to 



u> 3 

ft, 3 



fD ^ 
(iJ C 

O 

^ 2 

m X 
C 

C 

o 3 

^ S* 

3 ^ 

o or 

fD 



5- g- 

f^ ZL 

3 ft* 

fD 

3 

cr 



3 3- »J_ v< 



V* 

2 = - ™ 

3 tn 

fD VI 
tn 

3- O 

fO 

-t =r 



i-l fD 
o n 

5' S- 

Eu O 
3 X 
n* 
to ftJ 

hi. 

C 

o 



. o 5 



^ o 



Br " 



— « tn yj 



3- w 



fD 



cr CT- 

o ^ 

^ > 



3- f^ 



rr- 7C n 



o 



fD 
(A 3 

W) O 
o 



o a 

ft* m . 

90" 



fD > 

=> > 

fD ^ 

C ri- 

3 ft, 

O. 3 
fD 



f? ?D - 



&* 2. ^ 



Y 3- 
ft* 

^ s 

CO 3 



n § 

fD -* 



3 



^ X 



o or 
T tn 

O 



tn 



3- : 

^ 1 
3- ' 
a* 
< 

fD 



10 

ft, ft' 

rf tn 

■T" fD 



• ft* 

CL 
fD 
3 
O 

3 



fD 
O 

3 ^ 

Br 5 
n 

ft* o 

X 

r2 ^' 
00 

- > 

00 7s 



3 

fD 3 



2 5- 



3 

f^ 
fD 



o ^ 
> o 

n n 



7- D 

p , fij 
fD 



2 



ft* 



3 fD 

O n' 



O 

X o 

^ 3 

Cu 3r 
fD 

3 tn 

O tn 

tn fD 



3 
O 

I£. 

3* 
fD 

a, 

fD 

ft* 

3 



o 5- 

fD 

> 

a 

> 



O 3 

O ft* 

00 ^ 

fD O 

ft* 

fD — 

"t ^ 

fD 

— n 

3 ft* 

C w 
tn 

^ 3^ 

-I ft, 

ft) <H> 



3 

fD aT 

^ Ul 

ft, 

o 3 
2:00 

^ H 
o > 

5" 

fD 



3 3^ 

n" fD 

fD VI 



fD 



— CO q o M 



3 

fD 



3- 3 ^ 



cu 3 < 



3 

3 fD 

I 3- 

^ ft, 

-I 3 

^ 3 

fD * 

3 3 



a. 

fD 

o 

X 

c 
cr 

fD 



Br 
3' 



c :r 

u) fD 

fD V> 

^ fD 

£- ri 

^ i 

O T) 

Q. O 

00 

^ ft* 

fD fD 



fD i» 
O 

^ ft, 

3: - 

u> O 

fD ^ 

3 3 

N U) 

3 g 

fD 

3" 

ft. 



3 
fD 

'O 

f:> 3- 
o 

^ 3- 
5. o 
— . "I 

tn 



CI. 

fD 

tn ^ 



3 

TJ 5 

in 



3 

C 

fD 

o 

tn 

SI 

fD 
tn 

O 
r> 
n 
C 



fD 



tn 



f^ 
ST 
3' 

, 00 



ft) 

3 
D- 



^ fD 



tn fD Q 



cr 
o 
3 
c 

r> 
fD 
O 
tn 

51 
fD 



Q- 

H 
0- 



tn 



3 — 
ri- tn tn 



fD 
fD 

C 3 

o 

fD 

3 "S- 

fD 3^ 
3 O 
r-r tn 



O ^ 



zr < 

fD fD 

S 3 

ft* o 

3 ^ 

3 ^. 

n 



3- fD 

fD O 

«v X 

?^ 
C ft* 

O 

"-I fD 

O 3 

ft* O 

3 tn 

£L 5* 
o 

0^ — 



ft, ft) 

ft) cu 

cu o 

CT- O 

^ CU 



:r tn 

O - 
tn Q 
fD O 

3 

3- D) fD 

- 3; ? 
^ 3 ^ 
g-00 5. 

3 3^^ 



< 

fD 



I — O tn 

-r^ rr- 



O tn 

X ft) 
fD 
CU CU 

? cr 

I? 

tn 3 
Si- 

O fD 

3 S 
B- ^ 

fD 

3 tn 
P ft, 



2 
O 
z 

H 
O 

o 

m 



c 
;^ 

cn 

> 
2: 
O 

70 



2- ^ 

a 

fD 

o 

X 



I- 

ft* 3. 



fD 



3 fD 
fD 

fD 

rr tn 

:r 

fD 



rr ft* 

S"3 

fD — • 
CU 

to o 

I t 

CU^ 
fD ft) 
Q- 

O 

fD 3 
fD 

tn O 

3 s.- 

O tn 

D) i-r- 
fD Q 

?: 3 

< fD 
— • ^ 



□ 

z 

m 

> 
Z 
> 

O 

O 



fD 

=r 3 
yr N 

fD ^ 

r- 3 

to 

O fO 



2; o 

n O 

3 O 



^ 3 a. ^ 
D- fD 



ft) r* 
00 V 

fD I 



Q- rr 

fD O 
O rr 

^ 3: 

T] ft, 
- 3 
cu ft) 

til *: 



ft* 

fD 

3 O 
3 X 



OJ 

o 



Material may be protected by copyright law (Title 17, U.S. Code) 



- 2 

m o 
a. 3 



□3 



1! . 

r 3* > 



^ 0= 



o 

3 



2 
m 



o o X r 



o < ^ > 
3 



> > 

2 1: 
o o 

3 3 



Q O - 71 ?: t(i r 



:^ > H 71 



;> jr-^ 

-0 J;* 03 5' 

0) S ™ 3 



s— ^ — 0» 



r- =^ 
en 

3 

3 30 



TO 30 
O O 

3 3 



3 * O" I 

w — I 
3- P ; 



^ X 



3 3 
O. D- 



< ^ 

o ^ 

?^ a* 

■ - 3 

VI 9 > 



73 3 



X 

ry 'D (/I • 

5 -3 J' y 

(/I 



o 

, ^ Q. 
^ O 
^ < 



%0 n" 



o ■:i to 1- 1 



3- 3 S' 

3 Hi <X 

oa CL 3 
■3. • <•* 



Go (jj 

5- < 

2 2- 



? o 

^ 3 



- 3 



> 
> 



- ? s: 



a. o 
x^ 

m O 



(-I 



n </i ^ ^ 

TO sO ?! : 



C30 I 
C ■ 



2, 3 

m S 3 



> 

: S P ^ 



-t 



73 


o> r* 5 


5 

Ui 


:^ 


l- 


ex. 5^ 


3r 


VI 


- n 


M 

0^ 


3 


It 






0 
3 




nn 3 




> 










an 






til 


a. 


^ y 




ST 


X 


? ^ 




3r 


rn 






fly 


Ski 


3 

> 




n 


PP 






73 










b 






3' 


3 






00 








2I 


Q 






0" 
S 


OUit 








fhn. 


0- " 




3 

0- 
■n 


? 










SI 




(/> 








3- 

cr 











3 ^ 

3 p a- 
1. 3 2- 



X :? X - 

fn m iS > > 
t/) ^ in ?^ o" 



> 

ID 

o 

o ■ 



3 

p3 

D3 
-I 

O 

5 

3 

3 

o 



0-0 m "O 

-I -I 

o' 

. > 73 

§ 

w to w 

0 - c 

1 =-= 

^ V 



X 
m 



73 



3- 

o 
3 

m 
O 
3 



2 

n 
3- 



O 
3 



2 

n 
3- 



3 X 

o 2 2 



3 tn 

to C 

O 3 

3 - 

^ 01 o 3 



a* 3 



-r 3 



n ' 
3r 

■ QD 

3 . — . 



1^ o 



II 



a CL 

g 73 

' I s 

Co: 

1.3 

n 

Go r- 

S 3 



U ^3 ?0 73 
3- ■ • 

i 03 03 

^ 7i 
O C O 

^ ^ 
533 

>? ? 
n ^ P 



P3 

^ > 
n 3 



11 

o 

S= 3 

3 ° 



CI 73 
03 



2L ^• 



O K 

m 

r :^ 

3 * 
^ X 



CO 



o 



•0 3 



r* P 

^ 00 



70 < 70 

C3 



n 



5- 2 
Of S I 

0= = 1 



O 

r\ 

3 

3 

n 

k 

in 
3' 



00 



3-0 ^ 
o 

fa ^ 3 

? N a: 



2 

n 

13 



2: 



X 3 



i-> s> 



n 2 

2J 73 



03 y s: 



3 ? 
n ^ 

3" 2f 

VI 



a* 



Tl «0 ■ 

^ cn r 



3 : 



p 
> 



o 



O 
2 
H 
O 

o 

m 
-< 



vj ^ ^ ^ 0> ^ 
O O QB cn 



> 2 



CJ t» {— 

< (-J ■ 

^ _ ^ p 

^ - ac 

^: ^ 2^ 3 

3 ro 



^ i 

o 5 



> w 

• N) 



> 

en 
zr 
o 



P 
> 



2 
o 
3 

o 
3 



^ r- r- N> 

go ■ 

> > > " r- 



0 2 2 2 
^000 
3333 

' 30 W 30 
M O O O 

?> 3 3 3 



. — • -I -I -I 



3 3 



X X 



n 



□ 



o o 
C 3 3 

in > ^ 

r I? 
^ 

a* 3 

^ i i 
^ ^ 

a* N* ^ 
^'^ 

? 5 ^ 



pa ^ 

o ; a 
CO e 

>^ ^ 3 3 

-1 CL n> 
^ 3 

? S i 

73 3 ^ 



03 ? 



3 

03 < 
3 ?3 5 ^ 



. rri > -J > > 

m 2 2 
=300 



m tn 
a. ^ 



H o 2 >^ 



I- 3 



o 3-2! 



a. ^ 

^ M ^ 

2^^ 

o --^ 
3 

30 a 

o _ 

3 

-I ^ 

v< O 



5 " 



> J? ? i- 
? 3 

5 



5' ^ ^ 

Z 30 30 

0 o n> ft) 

1 , 1-11 

X 

m 3 
— a* 

5- y 



3 ^ 



"0 • 



« 5. c 
O 3 3 



S3 



3 



a 

3 Z C3 ^ 

5 ^ r.- 
tr o 3 :^ 

D 3 ^0 

^ a. ^ 

CL 00 ^ ° 

3 < • - 

or-- vo 
3 . tn sj 

rn Ln M 

— O) Nl 

o 



Pi tn 



= o S w 

cn 3. ^ 

CL O ^ ^ 

X 2 3 y> 



^ r =* ^ = H 



? ^ 3 

n 



n 



5 3 



2 2 ^ 



^ 5 



3 C3 

?^ 
C 

3 3 



: 3 

' SI r 



3 i 



03 



> SI 

• 3 <oo 

.a- O g 

^ - a. 



5 "O :^ 



3 

a. 



5" ^ a, 3- 

s> *^ 03 ™ 

^ v£> tj» ■ *:r* 

CD M • 7 * 

^ 3 a^ 

^ So 
^ ? 3 



> > O 

o: 2 2 

300 



1- 1- 3 - o 3 - 

_ „ fO — _ * —I 



3 — ^ 

<T) 30 50 

3 3 



p n 

7^ 3 



n n p p 

H H H H 

n ro 'ft D 

3 3 3 3 

13 T3 "O T3 



> > 

2 2 



^ n p p ;r n 



n 

> f 
3 

i ? 



. ' -i 

5^ a* a< 

3 3 

X 

• X I 

<^:- , 

a, 

P H H 

— 3-3- 

5 3 3 . 

> ^ ^ 

f S o 



n 

5 i 



> p pa p : 

p r X r : 

r- 7C 7! ! 

3^ ; 



' 30 30 30 ^ 



3 ^ 
2 



3 3 



n 



tvj rT>' 5^ 

' I o 

^ 3 

- 00 
o 

3 



3 



• -1 
^3" 



a. M 
X o 



CL 

5 3 



3 



tft o o 



2r> 
2 

: O 
tu 3 

O 3 
r- ? 



3 , 3 

Cl- CL "r- Q. 

^ r- > — 

^ ^ 2 ^ 

1 2 § ^ 

9 o ;i o 

^ 3 Ot3 3 

« 30 § 30 

5 O 2 ° 
33^3 

2 D ft 

•■^ ri r- 
„ 3- 

:i ^ f =- 
333 



5 5 

' CL 

a- J 



si. 

Q ■ 

3 



O1 t/1 )-i 



^ 5 



.0 



n 5 



03 , 
C 



> cn > 



I - 
3 2. 

3 ^ 



% o 1- ^ 



3 30 
O 

3 3 



2-6' 
o 13 
3 2 



3^3 



7^ 7. 



3 vO H 
D. ^ 

n SI Q 

\ — . ? 

I 3 



P 3 

0^ m 



^ X X ■ 

> > 

O (rt tfl o 

3 o» ftf 3 

fO 3 3 2 

£b 1. 

g.> >^ 

X 2 2L] 

' o o 

^ ^ ^ 

-I w 30 3 

3- o o ^ 

o 3 3 y» 



. i> 3 D 
r fl* -< 



ro 



2^ 



. • ■ ■ X 

^ in 
n n :h 3- 

r r r 
3 3 3 it 



K» ^ r 

r 



vO » *- ^ 



a* ^^ 3 



z 

m 
> 

□ 

?o 
S 
0 

z 

m 
> 
Z 
> 

O 

n 



o 



Material may be protected by copyright law (Title 17, U.S. Code) 



tTJ 73 



r- ?o T- T- ^ H ^ 



> 2 > > 



o 

3 
O 

3 



m 2 
= o 



o i 

' o 
70 3 



i 2 2 



3 ? 3 



t ^ ^ 



o 

^ 3 



3 
•o 
o 
HJ. 
c' 
3 



o 



1 3 
H X 

3- • 

0 "T- 

1 -» 

70 3 



^ ;a H 

- S SL ? 



3- O 



y X 

^ c 



o a- 3 



O ' 



-c ^ 
' Ti -n -PI ? 



3 



in en to 

J- 3- 3* 



_ C/1 
CD 3- 



tn c/1 a 

X 3- ^ 



ODt/itnc/Jcncnpin 

m -T- -T- ^ ' ' 



° in 

M C 



p t:; :< ! 



IT, 



71 71 71 r- r 

03 



o 5> 



3 o 



? 3 

n 3 

a* < 
sr 

0 Q 

1 I 



o 



ir 



^ *^ ^ > 



"0 ^ 

o 



o 

3- 

3 



N» 



3 i 



? 3 ? 

5 1' o 



O 3 3 3 ^ _ 



3 



3? 3 



a. o. a. ' 

n p p 
> > > 

000 
odd 



l5 



:r *^ i 



3 O 1 1 



L3 



2 

3 



■ o - n 

2" On ^ 



^ -< 3 



-I <-* 



2:^ 

I • ^ 

o 
3 



2 ¥ 



VI a> u» 



Q 
St 
3 



CD sO 

O P ^ 
^ <^ 



3 



n 



O 
d 



»< v< ^ 
- ' 61 ^* 
033 

?^ o 

Q > S 
a ;^ y> 
2. o ^ 

r o 

tu r- 
3 = ^ 



v< v: v< •< 



' 3 3 



P a. n. o. 



a. a. a. a. 

n 

P P P > 

Q Q Q o 

a* ts* Q* > 
< ^ ^ Q 



3 > 



3 u) 



2 >. 



t/1 



O T- 

■3 n 



p 

> T> 



^ r- 

• ■ • :v 2 

^ -T3 -a 2 5 =^ 

=> 3- » <s 



3 3 



3 ;„ 



o 



po ^ 2 



J (^ t^ r 

^' St 

OS * * M 

S ^ 

^ U« Ln ^ 



3 o 



SI *• 



□ u 



3 3 
at 

a 3 



2 2 2 2 

^33 

;^ p p 

° Q Q 



N> 3- 



^0 >. NO 



3 S) § 



5 ? 



a* a- ■ 
3 =) 'q* 

0.3 r 

y ^ s 
A f ^ 



3 



n i:^ 

^ o 

3 ^ 

^ 3 



3 

JO ^ 



cu ^ S 



O- Oft 06 
QD 



T" CD 
D 



n QD OD 

ST ^ ^ 



sO \0 
On On 
On On 



3 



3 



^ > 3 

-I r i> 

Lo > 



3- <tt 3 



• c 

r 3 
X ? 



5 ;^ 
-1 2 



7: ^ 

3 * 

3-" S 

3 N 

o. at 

DO 1^ 

m ^ 



^ O ra 

2. 3 Z 
tit » 



p T 
73 > 

? n 

I- a. 

i 3* 

3 b 

a. 
a. 

a X 
I ? 

r- 2 

cn 

o 3* 



^ "0 



^03 



3 ° 



vO ■ 
2 > 



Sr. 

• O 



5 



C 
C 



X 
X 



2 

o 



a. 
X 



o 

3 



X 
< 



2 

is 



3 



2 
O 

H 

n 
o 

m 



;(;•>l•:•;<-■•w•:•!•>:•x•>>"■•^>>:<*^'^^;•^;•x*■■•*:•■•^^:■:•:■:^^>;•:❖^^ 



CDvJO\Oi*^CPta— 'O ^ Oa 'sj 0^tn*»C>J 




> I. « » O 

u «-* ' 

^ ^ in o o 

^ ^ lr> 00 ^ 

3 CT H-t 00 

NO no no --^ 

« ""^ On <> On 



-0 

c 

m 

> 
a 
< 

5 
z 

m 

> 
> 
o 

O 



(/J 
o 

SI 



Material may be protected by copyright taw (Title 17, U.S. Code) 



SJ 



> > 

^ c/) e 

^ n O 

^ o 

a. = 3 

^ , ^ n 



- 3 



0 _ 



> > 



rn Q 



3 3 



3 ^ S 



o i 
a. * 



00 



=^ f S 
CD 3 ' 



r 

■ TT rj 

^ X 

^ 3 
2. c 



3- 1 

O o 



^ 73 

>X 

» 3 
O w» 

^ a 

ft- 

CA Cw 

3 



H :i» r- 



^ ft) 

3 3_ 



< ^ ^ ^ 

n ^ t/5 < C 00 2 



- -i- S 3 



M ?a ? i: 
r n 



00 



?o n 



T3 ^ 

- C ^ -< ? £; 
^ = £ L lii. a 



3 -I 
c 



OS n =^ 



? ^ ^ 

3 5: • ci. ' 



ar tx n 

3 b a. 

» • ST 



E_ r- n> 



't b 

n L 

3 S 



2. c 



^01 



3 § 



3- 



O tJ 



3^ o ' 

^ M > 
Q- O 



2 

o 

3 



? I 
IP 

^ — . 

O > 



3 3 



SI ^ ^ 



3 



o 

D 
O 

3 



2 

o 



o 

QD 



2 
O 

z 

H 

n 
o 

m 

< 



:^■•^^^;■^^o^^^^^^v•^^^^■^■^^^^^''■^^^^^^ 



® 2 



5' 



< 
o 



Z 
c 



00 

c — 



5* o 



o 



3" =r 

O n 

< :^ 
c o 



^ n 



i < 



o o 



c w 
n n 



0) 



3 



2 



3 o> ^ O 



SL o 



c 



C 1) 
3 00 

ST 



^ 3^ 

o re 

o 

5* 

3 



^ 3 5' 



t/1 



o o 



J2. < 2. ^ 3 



C ■- 

^ c 
r5' 3 
D- ^ 

&» 3r 
re 

3- n 
re o 

re 
re 



*T> re (n 



5 ^ ^ 



tit O 

Br Sr 

3 00 

O 3 
3 Q- 



^ n 

n O 

3 3 

73 O 

o c 

C 3 

3 CL 



S 8 

A 3 

3 CU 

=^ :r 

? 5 

C a- 

3 re 

uj re 

S- ^ 



•ra ^ ^ 

CU — 
o w £. 
ST ci- 

&i -J SU 

00 9: 3 
ST 5* 

3 * -.1 ^ 
w h-i 3 

S P 51 

re CD re 
^ re X 
3" ^ 
00 



3 ? § 

in re ^ 

3 a- 

g re 6» 

o 



3 ^ n 



re ^ 
n re 

2. 

n a, 

re 

n 



o G. o- 

3 CL • 



n 

CD re 



3 



3" 

re 



^ 3 



- 3 2 

re 



re 3 
re" o 

CL c 

re 

? ?? 



re < 
re 



n' ^ 
re 



re 



3 3^ = 



O 3 O - 



re *-r 

3 O 

(n ^ 

<* ^ 

re O 



3 — 

< ^ 

I? 

3 re 
„ n 
3 O 

o 3 

2 ^ 

3 o 

re CL 



^ a- ^ 

^ < ^ 

O fl) re 

3 2. 

" S E 

n t" 



■I 00 

- 2: 3 
C re Q. 



5-|-§ 

3 a. t/> 
_ re -o, 

uj re c/> 

Q, 3 O 

re CL 3 
'T> 2 

3 n:. 

< Q. 

O re 
n w> a* 

m 5 

c o- - 

o 2 
cr 3 o- 

a> a* 

3 :r, 3' 

3r a> 3 
u> n tjo 

3 5- 



:^ o 

O w» 



3 cw 



3 

re 

_ _ CL 

3 M, 

D- < O 
^* ^ "1 
3 O t 



° 3 



re 



< 
o 
3 



re c 
3 a* fT 
3 J. 



re ^ 

-1 o 

a' ^ 

:^ 3 

n 



re a* 



c 



It 



O 
(/I 

&> 

00^ 
EU 
3 



re 

< re 

< n 
re o 



H re' 
re ^ 
VI O 



re o) 

n 



00 



^00 
re ^ 



O tii 
a> ^ 



- o 

•3 3 

" H 

a. U 

O ^ 

X 



■ 00 



00 



c 

C 3 

CL 

re 
re 



cr 
a> re 
3 re 
CL 3 



re 

re VI 
00 ZT. 
3' 00 

re 

3 D- 



a> 
•n 

re 

3- 

00* 



2^ :r ^ < < = = 



^5 0 
3 c o 



?3 ?a 

_ o_ ^ 

0) O 

o o o 5! 

"t-i -!». re 

? ? ? ^ 

O O O 

ST S" ST ^ 

^ ^ ^ I!!. 

Cu &l Li 3' I 
3 3 3^ 

Br 9: 9r 5* : 

5 3 5 1) 

« tn ^ ; 

5 3 5 ti* ' 
w 

?o 73 ^ :; 

30 Dra TO — • 

C_ 3 

a* a. &* fO 

X ^ 

3* 3 3 

5Q 30 W 3 

Q» a* — } 



2. 2. 
3' 3' 

ra n 



> ^ K 



n 

1: 3 



at 



?3 

o7 

A) O 

i-K 

O CfQ 
CL 
tu ^. 

5 ^ 

3 

§ CfQ 

O 
3 



Material may be protected by copyright law (Title 17, U.S. Code) 



2284 



ff,-R. Rackwitz und K.-H. Scheit 



Jahrg. 107 



Chem. Ber, 107, 2284-2294 0974) 

Die Synthese von Purinnucleosid-6-sulfonaten i) 
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Max-PIanck-Institut fur Biophysikalische Chemie, Abteilung Molekulare Biologic, 
D-3400 Gottingen, Postfach 968 

Eingegangen am 19. Februar 1974 



6(l^)-Purinthion-9-(P-D-ribofuranosid) (1), das entsprechende 5'-Monophosphat (7) und 
5'-Triphosphat (8) sowie 2-Amino-6(m)-purinthion-9-(p-D-ribofuranosid) (2) und 2-Amino- 
6(l/f)-purinthion-9-(P-D-2'-desoxyribofuranosid) (3) wurden durch Reaktion mit Sulfit- 
lonen in Gegenwart von Sauerstoff quantitativ in die entsprechenden Sulfonsaurederivate 4. 
9, 10, 5, 6 ubergefuhrt. Die Sulfonate 4 und 5 lieBen sich bei Raumtemperatur mit wafirigem 
Ammoniak in guten Ausbeuten zu Adenosin bzw. 2,6-Diaminopurin-9-(P-D-ribofuranosid) 
umsetzen. 4 und 9 reagierten mit Aziridin zu 6-(l-Aziridinyl)purin-9-(P-D-ribofuranosid) 
(15) bzw. dem 5'-Monophosphat 16. 5 und 6 fluoreszieren mit hoher Quantenausbeute im 
langwelligen ultravioletten Licht. Mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie, Absorptions- 
spektroskopie und durch Vergleich mit authentischem Material konnte die Bildung der 
Purinnucleosid-6-sulfonate 4, 5 und 6 auch bei der Bestrahlung von 1, 2 und 3 mit Licht der 
Wellenlange 325 nm in Gegenwart von Sauerstoff nachgewiesen werden. 

The Synthesis of PurinenucIeoside-6-sulfonates D 

6(I7/)-Punnethione-9-((i-D-ribofuranoside) (1), the corresponding 5 '-monophosphate 7, and 
the 5'-triphosphate 8 as well as 2-amino-6(I^f)-purinethione-9-(P-D-ribofuranoside) (2) and 
2-amino-6(m)-purinethione-9-(P-D-2'-deoxyribofuranoside) (3) have been converted to the 
sulfonates 4, 9, 10, 5, and 6 by reaction with sulfite ions in the presence of oxygen. The sul- 
fonates 4 and 5 reacted in aqueous anamonia with good yields to give adenosine and 2,6-diami- 
nopurine-9-(P-D-ribofuranoside), respectively. 4 and 9 react with aziridine to form 6-(l- 
aziridinyl)purine-9-(|3-D-nbofuranoside) (15) and the corresponding 5'-monophosphate 16. 
5 and 6 fluoresce with high quantum yields on excitation in the near u.v. It was shovm by 
means of fluorescence spectroscopy, absorption spectroscopy, and comparison with authentic 
material that irradiation of 1, 2, and 3 by light of the wavelength 235 nm in the presence of 
oxygen affords the purinenucleoside-6-sulfonates 4, 5, and 6. 

4-Thiopyrimidinnucleoside konnen sowohl durch chemische Oxidation als auch 
durch Einwirkung von Sulfit-Ionen in Gegenwart von Sauerstoff in die 2(1 /f)-Pyrimi- 
dinon-l-(P-D-ribosid)-4-sulfonate ubergefuhrt werden2-6). Diese Verbindungen er- 
wiesen sich als sehr reaktiv gegenuber Nucleophilen. Pyrimidin-4-sulfonate reagieren 
leicht mit primaren oder sekundaren Aminen zu den entsprechenden Cytosinderivaten. 

i> 'Vorgetragen auf dem 24. lUPAC-KongreB, Hamburg 1973. 

2) H. Hayatsu und T. Vkita, Biochem. Biophys. Res. Commun. 29, 556 (1967) 

3> H. Hayatsu und 5. lida. Tetrahedron Lett. 1969, 1031. 

4) H. Hayatsu und M, Yano, Tetrahedron Lett. 1969. 755. 

5) E. B. Ziffnnd J. R. Fresco, J. Amer. Chem. Soc. 90, 7338 (1968). 

6) H. Hayatsu, J. Amer. Chem. Soc. 91, 5693 (1969). 
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Bei der Bestrahlung von Thiouridin mit Licht der Wellenlange 330 nm in Gegenwart 
von Sauerstoff sowie prlmaren bzw. sekundaren Aminen wurde ebenfalls die Bildung 
entsprechender Cytidinderivate in hohen Ausbeuten beobachtet7.8). Der Mechanismus 
dieser Photooxidation ist nicht bekannt, da bisher keine Moglichkeit bestand, die 
2wischenprodukte der Photoreaktion zu identifizieren^), Es erscheint jedoch wahr- 
scheinJich, daB bei der Photooxidation von 4-ThiouraciIderivaten die entsprechenden 
2(l^)-Pyrj"^idinon-4-sulfonate als Zwischenstufen durchlaufen werden, aber auf- 
grund zu groBer LabiHtat nicht nachweisbar waren. Nachdem wir kiirziich diese 
Photoreaktion fur. die Affinitatsmarkierung von RNA-rPolymerase aus Escherichia 
coll durch 4-Thiouridin-5'-triphosphat und PoIydesoxy-4-thiothymidylsaure verwen- 
det hattenio^, war es fiir uns von Interesse, diese photochemische Oxidation genauer 
zu untersuchen. 

Seit langem war bekannt, daB Purin-6-sulfonate relativ stabil sind^i^ SoHten 6- 
Thiopurin-Derivate, was anzunehmen war, ebenfalls eine photochemische Oxidation 
eingehen, so wiirden die als Zwischenprodukte auftretenden entsprechenden Purin-6- 
sulfonate mit Sicherheit nachweisbar sein. In dieser Arbeit wird zunachst uber die 
chemische Synthese von Purin-9-(p-D-ribofuranosid)-6-sulfonaten und entsprechender 
Derivate berichtet. Weiterhin wird gezeigt, daB bei der photochemischen Oxidation 
von 6-Thiopurinribosiden als Produkte Purin-9-(P-D-ribofuranosid)-6-sulfonate erhal- 
ten werden. 
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7) A, Favre und A. M. Michelson, J. Mol. Biol. 58, 367 (1971), 

8) M. Pleiss und P. A. Cerutti, Biochemistry 10, 3093 (1971). 

9) M, Pleiss, H, Ochiai und P. A, Cerutti, Biochem. Biophys. Res. Commun. 34, 70 (1969). 

10) A. M: Frischauf und K. H. Scheie, Biochem. Biophys. Res. Commun. 53, 1227 (1973). 
/. L. Doerr, L Wempen, D. A, Clark und /. /. Fox, J. Org. Chem. 26, 3401 (1961). 
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6-Thioinosin (1), 6-Thioguanosin (2) und 2'-Desoxy-6-thioguanosin (3) reagierten 
mit Sulfit-Ioaen in Gegenwart von Sauerstoff quantitativ zu den entsprechenden 
Purin-9-(P-D-ribosid)-6-sulfonaten4, 5 und 6, Unter den gleichen Bedingungen wurden 
aus 6-Thioinosin-5'-phosphat (7) und 6-Thioinosin-5'-triphosphat (8) die entsprechen- 
den Sulfonsaurederivate 9 und 10 erhalten. Die Umwandlung der 6-Thiopurin-Derivate 
in die entsprechenden Purin-6-sulfonate konnte bequem absorptionsspektrophoto- 
metrisch verfolgt werden, da eine starke Abnahme der Absorption bei 322 nm auftrat. 
Die Verbindungen 5 und 6 zeigten ein Fluoreszenz-Emissions-Spektrum mit einer 
Quantenausbeute von Q —0.47 (natiirUche Abklingdauer der Fluoreszenz I I ns). 
Die Identitat der Fluoreszenz-Excitationsspektren mit den Absorptionsspektren er- 
laubteeinen eindeutigen Nachweis dieser Verbindungen selbst im Gemisch mit anderen 
absorbierenden Substanzen. 
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Abb. I. Spektroskopische Eigenschaften von 2-Aminopurinribosid-6-sulfonat (5). 

( ) UV-Spektrum in Wasser pH 6; ( ) Fluoreszenz-Excitations-Sptktrum 

(Emissionswellenlange 400 nm); ( ) Fluoreszenz-Emissions-Spektrum (Anregungs- 

wellentange 325 nm) 

Die Isolierung der Substanzen 4, 5, 6, 9 und 10 erfolgte durch Anionen-Austauscher- 
chromatographie an DEAE-Cellulose in Ausbeuten von 87—96%. Die Umsetzung 
von 6(i//)-Purinp5S]thion-9-(P-D-ribofuranosid)(ll) mit Sulfit-lonen fuhrte zu Purin- 
6-p5S]sulfonat-9-(p-D-ribofuranosid) (14) mit einer spezifischen Radioaktivitat von 
50% verglichen mit 11. Die Reaktion kann also nicht nach einem einfachen 
Additions-Eliminierungsmechanismus verlaufen, da sonst die Verbindung 14 kein 
-^^S mehr enthalten diirfte. 

In Analogic zum 4-Thiouridin6) fiihrt die Addition eines Sulfit-lons an die Thioxo- 
gruppe von 11 zur Bildung einer den Sulfit-Additionsverbindungen von Ketonen 
analogen Zwischenstufe 12. Wir nehmen an, daB das gebildete Thioanion 12 zu einer 
Verbindung 13 oxidiert wird, aus welcher sowohl Sulfit als auch [^^sjSulfit eiiminiert 
werden kann. 
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In 0.1 N HCi hydrolysierten die Verbindungen 4 und 5 innerhalb von 9 Stunden bei 
Raumtemperatur zu Inosin bzw. Guanosin, die durch ihre Absorptionsspektren und 
dunnschichtchromatographisch identifiziert werden konnten. In walJrigem Ammoniak 
von pH 10 setzten sich 4 und 5 zu Adenosin bzw. 2,6-Diaminopurin-9-(P-D-ribo- 
furanosid) um. 

Die PurinnucIeosid-6-sulfonate konnten sich als nutzliche Zwischenstufen bei der 
Synthese von C-6-substituierten Purinnucleosid-Derivaten erweisen. Als Beispiel wird 
hier die Synthese eines Purinnuclosids gegeben, welches in C-6-Position durch einen 
Aziridinring substituiert ist. Bei der Reaktion von 4 oder 9 mit Aziridin bei Raum- 
temperatur entstanden die Verbindungen 15 und 16, die sich durch alkylierende Eigen- 
schaften auszeichneten. 15 reagierte mit einem hundertfachen UberschuB an Phenyl- 
methanthiol in Gegenwart von Triathylamin bei Raumtemperatur zu 6-[2-(Benzyl- 
thio)athylamino]purin-9-0-D-ribofuranosid) (17). 
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Die Kenntnis der spektroskopischen und chemischen Eigenschaften der Purinnucleo- 
sid-6-sulfonate ermoglichte es uns, die Produkte'der Photooxidation von 6-Thioinosin 
(1), 6-Thioguanosin (2) bzw. 2'-Desoxy-6-thioguanosin (3) zu identifizieren. 1, 2 und 3 
wurden in luftgesattigtem Phosphat-Puffer von pH 8.5 bei Raumtemperatur mit Licht 
der Wellenlange 325 nm bestrahlt. Der Verlauf der Photoreaktion wurde fur 1, 2 
sowie 3 absorptionsphotospektrometrisch, fur 2 und 3 daruber hinaus fluoreszenz- 
spektrophotometrisch verfolgt. 
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. n-.. ^' ^^'^ Photoreaktion von 6-Thioinosin (1) - 

0 Bildung von 4; (-o-o) Abnahme von 1. Reaktionsgeschwindigkeitskonstante 

k = 0.08 min~i 




Abb. 3. Photoreaktion von 6-Thioguanosin (2). 
a) Fluoreszenz-Excitations-Spektren der Reaktionsmischung wahrend der Photoreaktion 
D,e Spektren wurden in zeitlichen Abstanden von 10 min ZfJnommT 

-525 nm 

^ Die Absorptionsspektren der Reaktioaslosungen ergaben, dal3 bei der Bestrahlung 
der 6-Th,opunnnucleoside 1, 2 und 3 in Gegenwart von Sauerstoff die entsprechenden 
Sulfonate 4, 5 sow.e 6 gebildet wurden. Bei der Photooxidation von 2 bzw 3 zeigten 
d.e Fluoreszenzspektren der Reaktionsmischungen ebenfalls eindeutig die Bildung 
ernes fluoresz.erenden Produkts an, dessen Excitationsspektrum mi, dem Absorptions 
spektrum von 5 bzw. 6 iden.isch war. Aus den absorptionsspektrophotometrischen 
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absorptionsspektrophotometrischen 



1 Qaten li^^^ sich ein Reaktionsgeschwindigkeitsgesetz pseudo-erster Ordnung fur die 
gjifjyng von 4 ermitteln. Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante der Photoreaktion 
betragtO.OSmin-i. 

Experimenteller Teil 

Absorptionsspektren wurden mit den Geraten Zeiss PMQ It und Cary 16 aufgenommen. 
Islorrigierte Fluoreszeazspektren wurden mit dem Fluoreszenzspektralphotometer ARL-Fica 
viodell 55 gemessen. Die natiirliche Abklingdauer der Fluoreszenz wurde mit dem nsec- 
Fluoreszenzspektrometer Modell 9200 in Verbindung mit einem Vielkanalanalysator Modell 
5220 der Firma Ortec bestimmt. Schmelzpunkte wurden mit einem Diaskop (Fa. Reichert, 
- 5sterreich) erhalten und sind nicht korrigiert. Fiir Photoreaktionen wurde ein He/Cd-Ionen- 
laser Modell 185 der Firma Spectraphysics (USA) (ca. 2.5 mW/mm2 bei 325 nm) benutzt. 

papierchromatographie: Erfolgte absteigend an Papier 2043 b gewaschen (Firma Schleicher 
& Schiill, Deutschiand). Fiir praparative Zwecke wurde Whatman 3 MM Papier verwendet. 
Losungsmittel : Isopropylalkohol/konz. NH4OH/H2O = 7:1:3 (1), Athanol/1 m Ammonium- 
acetat = 5:2 (2), AthanoI/1 m Ammoniumacetat = 1:1 (3). 

Diinnschichtchromatographie: Erfolgte an a) DC-FertigpIatten Kieselgel F254 (Fa. Merck), 
b) DC-Mikrokarten Si-F (Fa. Riedel de Haen), c) Polygram CeL 300 PEI/UV254, Polyathylen- . 
imin-impragnierte Cellulose-Dunnschichtplatten (Fa. Macherey & Nagel). 

Losungsmittel: Chloroform/Methanol = 7:3 (4), Chloroform/Methanol = 85:15 (5), n- 
Butanol/Wasser - 86: 14 (6), Isopropylalkohol/Wasser - 9:1 (7), 0.1 m NaCI (8), 0.25 m NaCl 
(9). 0.5 M NaCl (10), 1 m NaCl (1 1). 

Papierelektrophorese: Es wurde Papier 2043 b gewaschen (Fa. Schleicher & Schiill) ver- 
wendet. 

Puffer: 0.1 m Borsaure pH 7 (A), 0.05 m Ammoniumformiat pH 3.5 (B), 0.05 m Dikalium- 
hydrogenphosphat pH 8.5 (C). 

6-Thioinosin (1) und 6-Thioguanosin (2) waren Produkte der Fa. Waldhof (Mannheim, 
Deutschiand). 

2'-Desoxy-6-thioguanosin (3) wurde von der Fa. PL-Biochemicals (Milwaukee, USA) 
bezogen. 6-Thioinosin-5'-monophosphat (7) und 6-Thioinosin-5'-triphosphat (8) wurde nach 
eiaer friiher berichteten Methodei2.i3} hergestellt. 

Allgemeine Darstellungsmethode von Derivaten des Purin-6-sulfonats: Zu einer 5 • 10~3 m 
uaBrigen Losung der 6-Thiopurinderivate wurde 1/100 Volumenanteil eines Gemisches von 
1 M Na2S03/l M NaHSOs = 3:1 (v/v) gegeben. Durch die Mischung wurde Luft gesaugt. 
Die Zugabe des Sulfit-Gemisches wurde sechsmal in Abstanden von 30 min wiederholt. 
Danach wurde das Reaktionsgemisch zur Trockne eingedampfl und der Ruckstandmit wasser- 
freiem DMF extrahiert. Das Eluat wurde eingeengt, der Ruckstand in wenig Wasser gelost 
und auf eine DEAE-Cellulosesaule gegeben. Die Elution der DEAE-Saule erfolgte mit einem 
liaearen Gradienten an Triathylammoniumhydrogencarbonat. Fraktionen, welche die ge- 
wiinschte Substanz enthielten, wurden eingeengt und mit einer 1 proz. NaC104- Losung in 
Aceton die Natriumsalze ausgefallt. Die amorphen Niederschlage wurden abzentrifugiert, 
mit Aceton gewaschen und i. Vak. getrocknet (Tab: 1). 

Adenosin: 355 mg (1 mmol) 4 wurden in 10 ml 0.15 m NH4CI gelost und das pH der Losung 
mit NH4OH auf 10 eingestellt. Nach 12 h bei Raumtemp. wurde die Losung eingedampft und 



12) P. Faerber und K,-H, Scheit, Chem. Ber; 104, 456 (1971). 

A. J, Murphy, J. A. Duke und L, Stowring, Arch. Biochem. 137, 297 (1970). 
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Die. Synthesis 



jcr Ruckstand der praparativen Schist 
uiiterworfen. Der Inhaltsstoff der am"^ii|^ 
eluiert, das Eluat eingedampft und'd^p 
198 mg (74%) farbloser Kristalle voni^* 
UV (Wasser, pH 6): X^ax 259iim|£?l 
C10H13N5O4 (26M 

2,6-Diaminopurln-9' ( P-D-ribofuranok^T 
gelost und mit NH4OH ein pH von iO|]| 
temp, belassen. Die ausgefallenen Kir^ 
waschen und i.Vak. bei 40°C getrdb^ 
Schmp. 250°C (Lit. 240°C is)). 

U V (Wasser, pH 6) : X^ax 280 nm 0^ 
(Wasser, pH 6): Emissionsmaximumiit^ 
spektrum Xmax 280 nm, 255; X^in 26SW 

C10H14N6O4 (282^ 

■ ^fm 

6-(]-A ziridinyl ) punn~9' ( p- D-ribofurii 
mil 430 mg (10 mmol) Aziridin versir 
gemisch eingedampft, der Ruckstand^ 
im Losungsmittel 4 unterworfen und* dl 
Trockne eingedampft, in wenig Metha| 
Niederschlag ausgefallt; Ausb. 172 n^' 

UV (Wasser, pH 6): X^ax 267 nmj{i 
Ci2Hi5N504:(2i 



6-[2-{Benzylthio)dthylamino]punih§ 
den in 2 ml wasserfreiem DMF gelds^ 
Nach Zugabe von 0.2 ml Triathylamif^ 
Die Losung wurde eingedampft und'dS 
an Kieselgel im Losungsmittel 5 aufg^ 
eiuiert, das Eluat eingedampft und ' 
(63%) farbloser Nadeln vom Schmpl 

UV (Methanol): Xmax 268 nm {til 
C, 9H23N5O4S • C2H5OH if 

% 

6-(l-Aziridinyl)purin-9-( p-D-ribofU 
nm) (0.128 mmol) 9 warden in 2(5j 
Raumtemp. wurde das Reaktionsget 
getrennt. 16 wurde auf grund seines^^ 
Wasser (1 : ! , v/v) eiuiert, Ausb. 
UV (Wasser, pH 6): Xmax 267 n 
C12H14N5O7PN1 



14) D'Ans-Lax, Taschenbuch fiir'C 
1964. 

15) K. Imai, A, Nohara und M. 

16) /). C. Ward, E. Reich und L M 
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J Ruckstaad der praparativen Schichtchromatographie an Kieselge! im Losungsmittel 4 
f: ^^(erworfen. Der Inhaltsstoff der am starksten U V-absorbierenden Zone wurde mit Methanol 
"uiert, das Eluat eingedampft und der Ruckstand aus Wasser umkristallisiert. Es wurden 
198 mg (74%) farbloser Kristalle vom Schmp. 230"C (Lit.: 229°Ci4)) erhalten. 
(jV (Wasser, pH 6); Xmax 259 nm (e 15.3 • lO^), X^in 226 nm. 

C10H13N5O4 (267.4) Ber. N 26.21 Gef. N 25.7 

26.Diamwopunn-9-((i-D-ribofuranosici): 200 mg (0.54 mmol) 5 wurden in I ml Wasser 
elost und mit NH4OH ein pH von 10 eingestellt. Die Reaktionslosung wurde 3 d bei Raum- 
femp belassen. Die ausgefallenen Kristalle wurden abgesaugt, mit wenig kaitem Wasser ge- 
waschen und i.Vak, bei 40°C getrocknet. Ausb. llOmg (72%) farbloser Kristalle vom 
Schmp. 250X (Lit. 240°C »5)). 

UV (Wasser, pH 6) : X^ax 280 nm (e m, 255 (e 9 • 103), x^^in 265 nm. - Fluoreszenzspektren 
(Wasser, pH 6): Emissionsmaximum 355 nm (Quantenausbeute Q - 0.0!) 16); Excitations- 
spektrum Xmax 280 nm, 255; Xmin 265 nm. 

C10H14N6O4 (282.3) Ber. N 29.78 Gef. N 29.10 

6.(}Mziridinyl)pimn-9-(p-D'ribofuranosid) (15) : 354 mg (1 mmol) 4 wurden in 5 ml Wasser 
mil 430 mg (10 mmol) Aziridin versetzt. Nach 15 h bei Raumtemp. wurde das Reaktions- 
gemisch eingedampft, der Ruckstand der praparativen Schichtchromatographie an Kieselgel 
im Losungsmittel 4 unterworfen und das Produkt mit Methanol eluiert. Das Eluat wurde zur 
Trockne eingedampft, in wenig Methanol aufgenommen und mit Petrolather ein amorpher 
Hiederschlag ausgefallt; Ausb. 172 mg (59%). 
UV (Wasser, pH 6): X^ax 267 nm (e IO.4. 103), 275; X^ia 229 nm (e 1.8 - 103). 
C12H15N5O4 (293.3) Ber. N 23.9 Gef, N 23.0 

642-(Benzylthio)Myhmwo]punn-9-(P'D-ribofuranosid) {IT^-. 100 mg (0.3 mmol) 15 wur- 
den in 2 ml wasserfreiem DMF gelost und mit 3.5 ml (30 mmol) Phenylmethanthiol versetzt. 
Nach Zugabe von 0,2 mi Triathylamin belieB man das Reaktionsgemisch 12 h bei Raumtemp. 
Die Losung wurde eingedampft und der Ruckstand durch praparative Schichtchromatographie 
an Kieselgel im Losungsmittel 5 auf getrennt. Das Produkt wurde mit Methanol vom Kieselgel 
eluiert, das Eluat eingedampft und der Ruckstand aus Athanol umkristallisiert. Ausb. 90 mg 
(63%) farbloser Nadeln vom Schmp. I23°C. ' 
UV (Methanol): X^ax 268 nm (e 16.5-103), x^j^ 223 nm (e 4.7-103). 

C,9H23N504S-C2H50H (463.6) Ber. C 54.3 H 6.3 N 15.25 S 6.92 

Gef. C 53.71 H 6.0 N 15.95 S 7.07 

6'(l'Aziridinyl)punn-9'((i-D'ribofu^^^ (16): 1000 OD-Einheiten (272 

nm) (0.128 mmol) 9 wurden in 2.5 ml Wasser mit 0.1 ml' Aziridin versetzt. Nach 4h bei 
Raumtemp. wurde das Reaktionsgemisch papierchromatographisch im Losungsmittel 1 auf- 
getrennt. 16 wurde aufgrund seines UV-Spektrums identifiziert und vom Papier mit Methanol/ 
Wasser (1:1, v/v) eluiert, Ausb. 1225 OD-Einheiten (267 nm) (0.118 mmol, 92%). 
UV (Wasser, pH 6): X^ax 267 nm (e 10.4- 103), 275; X^in 229 nm (e 1.8-103). 

Ci2Hi4N507PNa2 (417.2) Ber. P 7.42 Gef. P 7.84 



14) D'Ans-Lax, Taschenbuch fur Chemiker und Physiker, Bd. II, Springer Verlag, Heidelberg 
1964, 

15) K. fmai, A. Nohara und M. Honjo, Chem. Pharm. Bull. 14, 1377 (1966). 

16) D, C. Ward, £. Reich und L. Styrer, J. Biol. Chem. 244, 1228 (1969). 
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W,; Erne Probe 4 wurde in 0.1 n HCI gelast und 9 h bei Raumtemp. belassen. Das 
der Losung wurde mit O.I n NaOH auf pH 6 gebracht und von der LSsung ein Absorptions 
spektrum aufgenommen: 248 nm, X„.„ 223 nm; Verhaltnis der Absorp.ionen 250 Z 
260 nm = 1.71, 280 nm/260 nm = 0.23, 290 nm/260 nm = 0.02. ' 

In der Dunnschichtchromatographie an Kieselgel im Lesungsmittel 4 erwies sich da, 
Reaktfonsprodukt als einheitlich und identisch mit Inosin. 

Eine Probe 5 wurde analog zu 4 hydrolysiert. Dunnschichtchromatographie der 
lV1.schunganPEI.Celluloseim LBsungsmittel 8 ergab Guanosin als einziges Reaktionsprodukt. 

UV (Wasser, pH 6): X„ax 253 nm. X„,j„ 223 nm; Verhaltnis der Absorptionen 250 nm/ 
260 nm = 1 . 1 5, 280 nm/260 nm = 0.66, 290 nm/260 nm =? 0.25. 

6.[i^S]Thiomosin (U): 14.9 mg (0.05 mmol) 1 wurden in 1 ml einer 0.2 - 10-3 m Ldsung von 
Schwefel in DMF bei 60"C gelest. Dazu gab man 5 ^ 2 m Triathylammoniumhydrogencarbo 
nat-Puffer pH 7.5. sowie 10 (zl einer L6sung von 35$ in Benzol (0.026 mCij^X) und hielt das 
Gemtsch 2 h be. 60 C. Die LOsung wurde auf ca. 0.2 ml eingeengt, von ausgefallenem Schwefel 
abzentr.fug,ert und der Oberstand an Kieselgel dunnschichtchromatographisch zunSchst in, 
Losungsmittel 5 und anschlieOend im Lesungsmittel 7 getrenm. Das Produkt wurde vom 
Kjeselgel mit Methanol/Wasser (IM) eluiert und das Eluat eingedampft. Man erhielt 580 
OD-Emheiten (320 nm) (48%) 6.[35S]Thioinosin mit einer spezif. Radioaktivitat von 0.5 mCi/ 

UV (Wasser, pH 6): Xmax 322 nm, X„in 250 nm. 

Durchfiihrung der photochemischen OMationen: Alle Reaktionen wurden in einer Quarz- 
kuvette (Volumen 3 ml, Schichtdicke 1 cm) in 0.1 m KjHPO^-Puffer pH 8.5, der mit Luft- 
sauerstofTgesattigt war, durchgefuhrt. Die ReaktionslOsungen wurden bei 25°C in der Kuvette 
m.t L.cht der Wellenlange 325 nm bestrahlt. Zu bestimmten Zeiten wurde die Bestrahlung 
unterbrochen und vom Reaktionsgemisch Absorptions- bzw. Fluoreszenzspektren aufgenom- 
men, sow.e Proben fiir die Dunnschichtchromatographie entnommen. Nach beendeter Photo- 
ox.dat.on wurde zu den Reaktionsiasungen 0.1 ml konz. NH^OH hinzugegeben und die statt- 
nndende Ammonolyse absorptionsspektrophotometrisch verfolgt (Tab. 2). 
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